361

STEFANY REZA ESCANDON'

CRISTOBAL AGUILAR
GONZALEZ?

RAUL RODRIGUEZ

2

RECENT DEVELOPMENTS AND SCIENTIFIC AND TECHNOLOGICAL HERRERA
PERSPECTIVES OF BIOCONTROL EXERCISED BY TRICHODERMA GEORGINA MICHELENA
SPP. ALVAREZ®
ANNA ILINA'

JOSE LUIS MARTINEZ
HERNANDEZ'

En la actualidad, la agricultura depende en gran medida de la
utilizacion de productos quimicos sintéticos para controlar los
microorganismos fitopatégenos que provocan grandes pérdidas en los
cultivos. Una alternativa promisoria para remplazar el uso de estos
productos es la implementacion de agentes de control biologico, tal es
el caso de los hongos filamentosos pertenecientes al género
Trichoderma. Estos microorganismos poseen diversos mecanismos 2. Departamento de
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Currently, agriculture depends to a large extent on the use of synthetic
chemicals to control phytopathogenic microorganisms that cause large
losses in crops. A promising alternative to replace the use of these
products is the implementation of biological control agents, such is the
case of the filamentous fungi belonging to the genus Trichoderma.
These microorganisms possess diverse mechanisms for their survival
and proliferation including the mycoparasitism of phytopathogenic
fungi as well as the use of complex and diverse substrates. These
attributes are of great economic importance since they lead to the
opportunity to be used in the production of metabolites of interest for
biological control of phytopathogens under the scheme of inductive
processes, besides being susceptible characteristics to the genetic
improvement to potentiate its control mechanisms as it is the
production of enzymes.

Keywords: fungi; mechanisms; control; fermentation; enzymes.

El constante crecimiento de la poblacion mundial ha motivado el
incremento de la produccion agricola mediante la intensificacion de la
agricultura. Ademas, en los ultimos tiempos se esta priorizando la
sostenibilidad, donde el reto agricola actual es conseguir el aumento
del rendimiento de los cultivos, pero también obtener productos de alta
calidad que al mismo tiempo sean seguros para la salud del
consumidor y que no se impacte de manera desfavorable el medio
ambiente. Una de las fuertes problematicas de los cultivos es su
susceptibilidad a los ataques por diversos microorganismos
fitopatdgenos que al estar presentes en niveles anormales afectan
directamente la produccion agricola. ElI Consejo Nacional de
Investigacion de los Estados Unidos define el control biolégico como
el uso de organismos naturales o genéticamente modificados y el de
sus genes o productos génicos para disminuir los efectos nocivos de
los patogenos de plantas (Babbal y col., 2017). Los mecanismos de
accion ejercidos por agentes de control biolégico pertenecientes al
género Trichoderma y la diversa gama de interacciones que se
desenvuelven en el agroentorno, muestran la gran importancia que
representa la presencia de enzimas, metabolitos secundarios y
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moléculas implicadas en la sefalizacion, las cuales de manera aislada
0 en conjunto se encuentran mejorando la salud de las plantas. El
objetivo de esta revisidn consiste en describir los mecanismos de
control ejercidos por Trichoderma, avances recientes en el
mejoramiento genético y procesos inductivos para la produccion de
enzimas que potencializan el control de hongos fitopatégenos.

HONGOS FITOPATOGENOS

Los hongos son organismos eucariontes acloréfilos que poseen pared
celular y se alimentan por absorcion de moléculas organicas. No
provienen del mismo tronco evolutivo, la mayor parte de ellos son
pluricelulares a excepcion de algunas levaduras, producen esporas
para su reproduccion, aunque los conocidos como Mycelia sterilia no
las producen y en su mayoria poseen una estructura somatica
filamentosa, excepto los plasmodioforomicetes. Englobando a los
microorganismos y entes submicroscépicos que afectan a los cultivos
tales como las bacterias, nematodos, virus y viroides, los hongos
constituyen el grupo mas numeroso, encontrandose mas de 8,000
especies causantes de enfermedades en plantas (Agrios, 2006). Los
hongos fitopatdgenos afectan a todos los cultivos y atacan las diversas
partes de la planta provocando sintomas como la clorosis, que es la
pérdida del color verde, necrosis que se refiere a la muerte de tejido la
cual se manifiesta como lesiones discretas, tizon, pudricién, cancro y
muerte descendente, también pueden causar marchitez y alteraciones
del crecimiento tales como hiperplasia, hipertrofia, escoba de bruja y
enanismo (Arauz, 1998). Uno de los hongos de mayor impacto por
afectar un cultivo sustento de la dieta para millones de humanos es
Magnaporthe grisea (Pyricularia grisea) agente causal de la
piriculariosis del arroz (Tosa y Chuma, 2014). Otras enfermedades
fungosas de gran impacto por su prevalencia son: Puccinia graminis
agente causal de la roya de los cereales (Szabo y col., 2014),
Phytophthora infestans que produce el tizon tardio, enfermedad
destructiva del follaje de la papa y el tomate (Judelson, 2014),
Hemileia vastatrix que provoca la roya del cafeto (Capucho y col.,
2012) y Colletotrichum gloeosporioides que causa antracnosis en
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frutales tropicales (Kamle y Kumar, 2016). Existen hongos que atacan
una gran variedad de cultivos, como es el caso de Rhizopus sp.,
agente causal de podredumbre de muchas especies de frutas y
verduras que generalmente se desarrolla durante su transporte y
almacenamiento (Pitt y Hocking, 2009). Por otro lado, se han
reportado a algunos hongos que son especificos en uno o pocos
hospedantes, tal es el caso de los mildius vellosos como
Pseudoperonospora cubensis que ataca cucurbitaceas y Peronospora
destructor a cebollas (Horst, 2013). También se encuentran aquellos
fitopatdgenos cuya importancia radica en el riesgo que representa
para la salud humana y animal la presencia de micotoxinas, como
aquellas de los géneros Aspergillus, Penicillium y Alternaria, especies
fungicas que atacan una gran diversidad de frutos, cereales y
vegetales (Sanzani y col., 2016).

TRICHODERMA EN EL CONTROL DE HONGOS FITOPATOGENOS

Trichoderma es un género de hongos filamentosos de distribucion
mundial abundante en el suelo de diversos ecosistemas y zonas
climaticas. Incluye especies de gran valor por su capacidad para
controlar hongos fitopatégenos foliares y de suelo que atacan a una
amplia gama de plantas. Los mecanismos de control que ejerce son:
la competencia por el espacio y los nutrientes, antibiosis enzimatica,
la produccién de metabolitos secundarios y el micoparasitismo. Este
ultimo proceso comprende fases como el reconocimiento, penetracion
y muerte de su hospedero. Durante este proceso Trichoderma secreta
enzimas que hidrolizan la pared celular del hongo huésped, el cual
posee como componentes estructurales quitina, y glucanos como: B-
1,3-glucanos, B-1,6-glucanos y pB-1,4-glucanos (celulosa). Estos
elementos estan embebidos en wuna matriz proteica cuyos
componentes intra-estructurales incluyen las manoproteinas, galacto-
manoproteinas, xylo-manoproteinas, glucurono-manoproteinas y a-
1,3-glucanos (Feofilova, 2010), por lo tanto, el principal mecanismo
de antagonismo contra hongos fitopatdgenos es la secrecion
extracelular de enzimas quitinasas, glucanasas y proteasas (Geraldine
y col., 2013a; Qualhato y col., 2013). También se sabe que la
presencia de Trichoderma puede influir en la red fitohormonal de la
planta huésped. Se ha demostrado como cepas de dicho género han
promovido el crecimiento de plantulas de meldn en vivero controlando
a su vez el marchitamiento por Fusarium sp., donde la estimulacion
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del crecimiento se asocia a la induccién de auxinas (Martinez y col.,
2014) y la supresion de la enfermedad a la estimulaciéon de los
mecanismos de defensa de las plantas (Pandey y col., 2016). En la
Tabla 1 se muestran ejemplos de especies de Trichoderma que han
demostrado ejercer biocontrol contra hongos fitopatégenos.

Tabla 1. Ejemplos de biocontrol de hongos fitopatégenos ejercido por

Trichoderma

Hongos fitopatogenos
diana

Referencia

Alternaria alternata

Sempere y Santamarina, 2007; Rios y col., 2016a)

Botrytis cinerea

Dik y Elad, 1999; Tronsmo y Dennis, 1977; Rios y col., 2016b)

Cercospora beticola

Galletti y col., 2008)

Colletotrichum spp.

De los santos y col., 2013; Landero y col., 2015)

Fusarium spp.

Ferrigo y col., 2014; De Souza y col., 2016; Toghueo y col., 2016)

Pythium aphanidermatum

Kamala e Indira, 2011; Sain y Pandey, 2016)

Phytophthora spp.

Rhizoctonia solani

Anees y col., 2010; Kotasthane y col., 2015)

Rosellinia necatrix

Freeman y col., 1986)

Sclerotium rolfsii

John y col., 2015)

Sclerotinia sclerotiorum

Geraldine y col., 2013; Troian y col., 2014; Pérez y col., 2015)

Septoria tritici

Perell6 y col., 2009)

(
(
(
(
(
(
(Sriwati y col., 2015; Jiang y col., 2016; Garcia y col., 2017)
(
(
(
(
(
(

Uromyces
appendiculatus

Burmeister y Hau, 2009)

COMPUESTOS BIOACTIVOS DE TRICHODERMA

Los mecanismos de control de fitopatdogenos tales como la antibiosis,
el antagonismo, el micoparasitismo y la induccion de las respuestas
de defensa de las plantas son estrategias caracteristicas del género
Trichoderma. La actividad de micoparasitismo le permite utilizar los
componentes de la pared celular de su presa como nutrientes, cuya
promocion del crecimiento resulta en la secrecién de una diversa gama
de metabolitos tanto volatiles como no volatiles involucrados en
procesos de biocontrol.

COMPUESTOS VOLATILES

Los compuestos organicos volatiles (COVs) son los metabolitos que
las plantas y los microorganismos liberan al aire. Son importantes en
la comunicacion intra- e interespecifica en la rizosfera (Van Dam y
col., 2016), siendo los infoquimicos de estructura como mono- y
sesquiterpenos, alcoholes, cetonas, lactonas, ésteres o compuestos
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C8 los que forman parte de la riqueza de las emisiones de compuestos
volatiles microbianos. Sus efectos positivos y/o negativos en otros
organismos, pueden convertirse en utiles herramientas agricolas. Se
ha demostrado que éstos promueven el desarrollo de plantas y su
sistema de defensa. Asi en los ensayos in vitro donde las plantas de
Arabidopsis thaliana expuestas a los COVs de T. virens mostraron un
aumento en 2 veces del peso total fresco en comparacién con las
plantas de semillero cultivadas axénicamente. Se observd la
estimulacion de la ramificacion de raices laterales, aumentando asi su
capacidad para absorber nutrientes. Se demostré la produccién del
acido jasmonico, fitohormona que se produce cuando las plantas
interactuan con patogenos potenciales o con insectos, activando
cascadas de senalizacion que aumentan la inmunidad de la planta a
través de cambios en la expresion génica. Ademas, se observd la
produccion del peroxido de hidrogeno, especie reactiva de oxigeno
que al igual que el acido jasmodnico, desencadena respuestas de
defensa. Ambos ayudan en el control de enfermedades, como en el
caso del ensayo realizado con plantas infectadas con Botrytis cinerea
que al ser expuestas a COVs de dos cepas de Trichoderma (Tv10.4 y
Tv29.8), disminuyeron los sintomas de clorosis inducida y el
porcentaje de plantas muertas de un 80% a un 10 y 15 %
respectivamente (Contreras y col., 2014).

Entre los compuestos antifungicos volatiles producidos por especies
de Trichoderma, uno muy caracteristico es el 6-n-pentil-2H-piran-2-
ona (6-PAP), un policétido con aroma a coco dulce. El analisis de la
actividad antifungica de 6-PAP in vitro mostré inhibicion miceliar de
Fusarium culmorum KF 846 al 100 % durante 7 dias cuando se
adicioné una concentracion de 2.0 ug de 6-PAP por cada disco de
agar de la cepa del hongo fitopatdégeno. Dicho compuesto se encuentra
implicado en complejas interacciones contra patégenos de plantas,
asi como otros mas, como lo son: el 2-pentilfurano, tolueno, 3-
octanona, a-bergamoteno, isobutirato de linalol, 2-metil-1-
propenilbenceno, B-cimeno, alcohol isoamilico, 2-butanona, acetato
de pentilo, 3-octanol, 2-nonanona, B-bisaboleno, octanoato de etilo, D-
limoneno, 2-heptanol, R-pineno, 2-metilbutilacetato, 1-pentanol,
alcohol fenil etilico, a-curcumeno, B-farneseno, a-cedreno, a-pineno,
1-propanol, piridina, metil benzoato, acetona de geranilo, entre otros
(Jelen y col., 2014).
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COMPUESTOS NO VOLATILES

El género Trichoderma produce una gran variedad de metabolitos
secundarios involucrados en procesos de sefalizacion, interaccion
con otros organismos y actividades bioldégicas que poseen una gran
capacidad para controlar hongos fitopatégenos. Como se menciondo
anteriormente, la pared celular fungica es una estructura compuesta
en mayor proporciéon por carbohidratos (polisacaridos como los
glucanos, quitina, celulosa entre otros) y en menor proporcion por
proteinas, lipidos, iones y pigmentos. Las especies de Trichoderma
son eficientes productoras de enzimas hidroliticas, como las del
sistema quitinolitico (quitinasas y NAGasa), glucanolitico (B-1,3/1,4-
glucanasas, a-1,3-glucanasas) y proteolitico, rompiendo dichos
polisacaridos y proteinas, provocando la pérdida de integridad de la
pared celular y con ello el colapso celular (Viterbo y col., 2002). La
gliotoxina y la gliovirina son antibiéticos producidos por Trichoderma
para los cuales se ha documentado su actividad contra hongos
fitopatbgenos como Rhizoctonia solani. Los acidos harzianico e
isoharzianico producidos por Trichoderma poseen actividad
antifungica y promueven la germinacion de semillas y el crecimiento
de las raices. Ademas, el acido harzianico se relaciona con
propiedades sideréforas como agente quelante del hierro,
solubilizandolo para poder ser asimilado y utilizado en los mecanismos
de regulacion de nutrientes de la planta. Peptaiboles, tales como
suzukacilinas que poseen actividad antifungica y trichokoninas que
ademas han demostrado inducir el sistema de defensa de la planta,
son solo parte de la gran diversidad de metabolitos solubles que
representan la fuente de la eficiencia del biocontrol ejercido por
Trichoderma (Keswani y col., 2014; Patil y col., 2016).
MEJORAMIENTO DE CEPAS FUNGICAS Y PROCESOS INDUCTIVOS

Con el fin de contar con microorganismos que posean caracteristicas
que los perfilen como buenos agentes de biocontrol, y productores de
enzimas, se han buscado alternativas para lograr superar las marcas
definidas por la naturaleza. Es la razon por la cual se han realizado
trabajos en los cuales se procede a mutar microorganismos. Tal es el
caso del mejoramiento de T. harzianum CECT 2413 en el que se
mutageniz6 una  suspension  conidial con  N-metil-N'-N-
nitrosoguanidina. El resultado fue un aumento en la actividad
enzimatica quitinasa por encima de la cepa parental y aumentos del
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doble en actividad enzimatica B-1,3 y B-1,6-glucanasa. Ademas, se
observé un aumento en tres veces en la produccién de proteinas
extracelulares al emplear medios de cultivo con agentes inductores,
mejorando la esporulacién y el control contra Rhizoctonia solani en un
menor tiempo, aunado a la proteccion de uvas contra Botrytis cinerea
en ensayos in vitro (Rey y col., 2001). En respuesta a la necesidad de
contar con cepas de hongos de eficiencias mejoradas, ademas de que
su implementacién genere la reduccidn de costos de produccion, se
han realizado trabajos para obtener cepas como la recombinante T.
reesei TRB1, desarrollada a partir de T. reesei RUT-C30 mediante
mutagénesis basada en T-DNA. Esta cepa recombinante mostré una
mejora significativa en la actividad B-glucosidasa extracelular con una
hiperproduccién de 17 veces, asi como también una alta produccion
de celulasa en un tiempo mas corto, perfilandola como propicia para
ser empleada en procesos de produccion industrial (Li y col., 2016).
Otros ejemplos de la transformacion de genes como estrategia de
biocontrol que ha mostrado resultados favorables, radica al estudio en
el cual se realiza la transferencia del gen chiV al hongo T. harzianum.
El microorganismo genéticamente modificado fue capaz de controlar
casi por completo la viabilidad de Rhizoctonia solani aumentando su
inhibicion de un 82.4% a un 98.5% (Yang y col., 2011).

El gen SOD (super 6xido dismutasa) se transfirié a T. harzianum. Se
observo que la cepa modificada después de haber sido sometida ante
condiciones de estrés por aumento de temperatura y salinidad (40°C
y NaCl 2 mol/L a 27° C durante 5-10 dias) fue capaz de inhibir el
crecimiento de S. sclerotiorum en un 83.9% y en 60.1% en las
respectivas pruebas, a diferencia de la cepa parental la cual no
sobrevivio ante dichas condiciones adversas (Yang y col., 2010).

Con la modificacién de T. reesei mediante la expresion heterdloga de
un gen de lipasa de Talaromyces thermophilus se logré que la cepa
produjera lipasas con alta tolerancia alcalina y termoestabilidad con
actividad enzimatica de 241 Ul/ml, reteniendo mas del 70% de
actividad después de haber sido disueltas a pH:11 o expuestas a 70°C
durante 1 h (Zhang y col., 2015).

Por otro lado, se conoce que la produccién de enzimas es sensible a
la composicion del medio de cultivo y presencia de los compuestos
inductores. Asi, se evalud la respuesta de una cepa de T. harzianum
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ETS 323 ante la presencia de micelio inactivado de hongos
fitopatogenos adicionado al medio de cultivo de la cepa. Compararon
la produccion de enzimas p-1,3-glucanasas, B-1,6-glucanasas,
quitinasas, proteasas y xilanasas obtenidas en los medios de cultivo
los cuales contenian micelio inactivado de Botrytis cinerea, o de T.
harzianum. Una mayor actividad de las enzimas se encontré en el
medio de cultivo que contenia micelio inactivado de B. cinerea como
unica fuente de carbono, siendo en ese mismo medio en el que se
detectd6 la induccion de L-aminoacido oxidasa (LAAO) y 2
endoquitinasas, no encontradas en los demas ensayos de
fermentacion (Yang y col., 2009).

En los estudios realizados con una cepa de T. atroviride nativa y
transgénica con el gen endoquitinasa (ThEn-42) activado por el
promotor de la celulasa cbh1 de T. reesei para sobreexpresion de
ThENn-42 fueron evaluados 8 diferentes medios de cultivo. Se encontro
que la fuente de carbono desempefid un papel importante en la
expresion de las enzimas de interés para control bioldgico. Los medios
de cultivo caracterizados por tener como fuente de carbono quitina y
celulosa, respectivamente, fueron los que permitieron obtener
extractos con muy buena actividad antifungica contra la germinacion
de Penicillium digitatum. Ademas, se demostré que los elementos
trazan desempenaron un papel determinante en los perfiles proteicos,
observando tendencias de produccion de extractos con mayores
actividades antifungicas en los medios de cultivo que contenian
elementos como el Cu y el Mo (Deng y col., 2007).

VALORIZACION DE SUSTRATOS PARA LA OBTENCION DE MOLECULAS
BIOACTIVAS

El procesamiento de materias primas provenientes de la agroindustria
genera gran cantidad y una diversa gama de subproductos.
Trichoderma ha demostrado la capacidad de aprovechar desechos
vegetales derivados del procesamiento de frutas y verduras en cultivo
sumergido (Ma'tat'a y col., 2016), este tipo de residuos, asi como
otros mas pueden ser aprovechables en los procesos biotecnoldgicos,
los cuales han mostrado ser un area de oportunidad. Los aumentos en
la produccion de biopesticidas, en respuesta a su creciente demanda
en los ultimos afos, ha impulsado la busqueda de estrategias
convenientes para su produccion. El aprovechamiento de residuos
agroindustriales como sustratos, la reduccion en el consumo de
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energia, la poca generacion de agua residual y la capacidad de
obtener productos de alta estabilidad, son cualidades que la tecnologia
de fermentacion en medio solido ofrece (De la Cruz y col., 2014). La
fermentacidén en medio sdlido se define como un proceso microbiano
que generalmente ocurre en materiales sélidos en ausencia de agua
libre, cuyas ventajas en comparacion con las brindadas por
fermentaciones en medio liquido, representa una alternativa
econdmica y eficaz para la generacion de biomoléculas de interés en
el control biolégico con un alto valor agregado. La produccion de
enzimas para el biocontrol a partir de diversas especies de
Trichoderma mediante fermentacion en medio sélido aprovechando
residuos agroindustriales, asi como también diversos sustratos
inductores se muestra en la Tabla 2.

CONCLUSIONES

Las especies de Trichoderma se encuentran en el ecosistema
suprimiendo naturalmente hongos fitopatégenos. El género produce
enzimas degradantes de la pared celular fungica las cuales conducen
al micoparasitismo, propiciando la reduccion de las densidades de
hongos fitopatégenos en el agroentorno. El aprovechamiento de
residuos agroindustriales empleando tecnologias como la
fermentaciéon en medio soélido permite la obtencién de dichas
biomoléculas de manera sustentable, proceso en el cual la seleccion
de sustratos adecuados, y microorganismos convenientes son la clave
para lograr obtener extractos con mayores actividades antifungicas.
La implementacion de cepas de Trichoderma mejoradas
genéticamente y el uso de agentes inductores en el medio de cultivo
son estrategias que permiten maximizar la produccion de enzimas
para el biocontrol, perfilandose como propicias para ser empleadas en
procesos de produccion.

Quitin B-1,3- Celulasa
Cepa Sustrato Reactor asa glucan (Ulgds) Pro Lipas Autores
(U/gds asa tea a

) (Ulgds sa § (U/gd
) (0} s)
E

X
o

s)

x

o s m
o

o Qs m

o Qs m

T. longibranchiatum Bagazo de cafa
de azucar, Columna 3 9.2 11.56 (De la Cruz y
salvado de trigo, s de 0 9 col., 2017)

quitina, harina de vidrio
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papa y aceite de 7
olivo 4
T. yunnanense
38
3
2
T. viride Orujo de uva y § Matraz 4 (Bai y col,
WEBL0703 lias de vino Erlenme 7 2008)
yer .
8
T. harzianum J Salvado de trigo Matraz (Sandhya y
TUBF691 con quitina § Erlenme 1 col., 2005)
coloidal yer 0
7
T. (Xie y
longibrachiatum Olote de maiz Matraz 13 col., 2015)
G26 Erlenme 6.2
Ve-r
Bagazo crudo de 6.9
Ealma de nuez
Trichoderma sp. Bagazo Matraz 16. (Lah y col,
desgrasado de Erlenme 1 2016)
Ealma de nuez yer
Desperdicios 50.
veaetales 1
T. reesei Residuo de maiz 20 1.8 (Safari
Jarras 3 Sinegani y
2 col., 2009)
Residuo de 10 1.6
girasol .5
6
T. atroviride T42 0.
76 (Grujic
T. konigii K1 Residuos de Matraz 0. y col., 2015)
setas Erlenme 3
yer
T. harzianum T 10 0.
12
T. reesei DSMZ Matraz (Ben Taher y
970 Cascaras de § Erlenme 41. col., 2017)
EaEa yer 8
T. reesei [ Residuos de § Matraz (Oberoi y col.,
Rut-30 citricos con § Erlenme 55 § 25 23 2012)
salvado de trigo L yer
Olote de maiz
T. asperellum T2-10 con biomasa de § Bolsa de 5 25
C. polietilen . 8 (De la Cruz y
gloeosporioides o 1 col., 2017)
1
Olote de maiz
con biomasa de 3 7.8
P. capsici . 2
6
Cascaras de (Buenrostro y
Trichoderma sp. T-Il mango Matraz 7.5 col., 2010)
adicionadas con Erlenme
sales *er
E——
Bagazo de ricino 2.16
E—
. Bagazo de cafa 0.20
T. harzianum FCLA de azicar Matraz )
501 ———F Erlenme (Coradi y col.,
Bagazo de ricino § yer 270 2013)
yyuca
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